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Introduction

Introduction
Les plantes médicinales sont utilisées depuis 1’antiquité comme remedes pour le traitement de
diverses maladies parce qu’elles contiennent des composants riches en principes
thérapeutiques. Ce qu'on appelle le métabolite secondaire (khaldi et al., 2012). Selon
I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) (2003), environ 65-80% de la population
mondiale a recours au médicine traditionnelle pour satisfaire ses besoins en soins de santé
primaire, en raison de la pauvreté et du manque d'accés a la médecine moderne (Chaabi,
2008).
Le monde scientifique est envahi par un nouveau concept, celui du stress oxydant, une
situation ou la cellule ne contrdle plus la quantité de radicaux libres qu’elle produit, entrainant
ainsi la plupart des maladies telle que les maladies cardiovasculaire, neurodégenératives et le
cancer (Pincemail et al., 2002). Le développement de nouveaux antioxydants d’une capacité
antioxydante de meilleure qualité et de moindre toxicité s’avére indispensable pour lutter
contre les phénoménes d’oxydation. Dans ce but, I’investigation des plantes représente un
potentiel inestimable pour la découverte de nouvelles substances a caractére antioxydant, si
I’on considére que ces plantes peuvent contenir des centaines, voire des milliers de
métabolites secondaires. Ces derniers représentés actuellement par 100.000 substances
identifiées, pourraient étre utilisés dans la prévention de certaines maladies ou pour une
meilleure conservation des aliments (Cowan, 1999).
La famille des Labiées (Lamiacées) est connue par sa richesse en taxons producteurs des
huiles essentielles, terpenes et composés phénoliques. Le genre Origanum se transige de 43
espéces (Krishnakumar and Potty., 2012). Parmi les espéces de ce genre, il existe quelques
plantes considérées comme étant les plus aromatiques dans le monde végétale, citons la
marjolaine (Majorana hortensis).Cette espéce appelée vulgairement ‘Merdgouche, se
développant dans les zones internes semi arides (Quézel and Santa., 1962). Le choix
d’étudier cette plante a été guidé d’une part par les indications d’usage traditionnel, d’autre
part il y a peu d’information chimique et biologique sur cette plante.
Dans ce contexte, les objectifs de la présente étude sont :

v Réaliser le screening phytochimiques sur les feuilles de la plante Majorana hortensis

chez deux variétés I’'une d’origine Egyptienne et I’autre de Pakistan.
v' Le dosage quantitatif des composés phénoliques et des flavonoides totaux dans
I’extrait méthanolique.

v" Evaluation in vitro de I’activité antioxydante de cet extrait.



Synthese bibliographique



|. Présentation de la
plante Majorana hortensis



Syntheése bibliographique

I. Présentation de la plante Majorana hortensis

I.1. Généralités

La plante Majorana hortensis ou la Marjolaine (Origanum majorana.L) est une plante
annuelle de la famille des Lamiacées, cultivée comme plante condimentaire pour ses feuilles
aromatiques. C'est une espéce tres proche de I'Origan commun (Origanum vulgare). Elle est
parfois appelée Marjolaine des jardins ou Origan des jardins (Dubois et al, 2006). Autres
noms communs : marjolaine officinale, marjolaine a coquilles, la marjolaine vraie, Marjolaine
francaise, Sweet Marjolam. Dans I'Afriqgue du Nord les Arabes la nomment Khrezama
(Tunisie), Meurdekouch (Maroc), Mardguscia (Tripojiiaine), et parfois Mazermouch ou
Marikoum, noms qui s'appliquent aussi a d'autres espéces d’Origanum (Chevalier, 1938,
Dubois et al., 2006).

Les Egyptiens la cultivaient dans les jardins et employaient ses pousses pour embaumer les
momies ; on attribuait aussi & la plante des propriétés médicinales (Chevalier, 1938). A la fin
du XVI°siécle, on la prescrivait «contre les affections dues au refroidissement du cerveau et
de la téte » .Ses propriétés furent étudiées au XVI1°siécle par le Danois Simon Paulli (Gérard
and Frangois., 2009, Chevalier, 1938).

La marjolaine était a l'origine utilisée par Hippocrate comme agent antiseptique. Pour les
anciens Grecs, c'était «Amarakosy», symbole d’amour, d’honneur et de bonheur. Aristote a
rapporté que c'était un antipoison. Elle était utilisée pour désinfecter et conserver la nourriture
et son huile a été massée sur le front et dans les cheveux dans le vieux Egypte.
Traditionnellement, les feuilles de la marjolaine sont utilisées pour soigner le diabete,
I'insomnie, catarrhe, asthme et nervosité (Cano and Volpato., 2004). Elle est aussi utilisée
pour le traitement de troubles gastro-intestinaux, toux, les maladies bronchiques, comme un
bain de bouche pour I'nygiene buccale et également appliqué localement pour soulager les
symptémes de rhume, comme la congestion nasale (Bruneton, 1999).

C'est une maison remede pour infection de la poitrine, toux, mal de gorge, douleurs
rhumatismales, troubles nerveux, cardiovasculaires épilepsie, insomnie, soins de la peau,
flatulences et troubles de l'estomac (Bremness, 1994, Yazdanparast and Shahriyary.,
2008). On I’emploie également en cas de migraine. Elle est un excellent antiseptique général,
tant interne qu’externe. Treés bon antispasmodique, la marjolaine est utilisée contre les
mauvaises digestions d’origine nerveuse, les coliques et les flatulences.

En usage externe, elle a depuis longtemps fait ses preuves contre le torticolis et la sciatique
(Geérard and Francois., 2009).
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Cette herbe s'emploie sous forme de feuilles fraiches ou séchées, seule ou en mélange avec
d'autres herbes, pour aromatiser de nombreuses préparations culinaires. Son huile essentielle
est connue pour sa propriété antiseptique (Chung, 2001), mais il est a éviter en usage interne

pour le risque de la toxicité (Gérard and Francois., 2009).

1.2. Description botanique

Majorana hortensis (Origanum Majorana L) est une plante herbacée a feuilles persistantes
(Bimala et al., 2016). C’est une plante annuelle de 20 a 40 cm de hauteur. Ses tiges dressées
portent des petites feuilles opposées, arrondies et d’un vert grisatre. Les fleurs blanches,
groupées en épis terminant les tiges et entourées de bractées arrondies caractéristiques. Pour
cette raison, on parle souvent de marjolaine a coquilles (figure 1). La plante dégage au

froissement une odeur aromatique (Gérard and Francois., 2009).

Figure 1 : La plante Majorana hortensis (Abdalla et al., 2012).

1.3. Systématique (Gilles, 2007)
Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement:  Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Sous-classe : Gamopétales

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Sous-famille : Népétoidées

Genre : Origanum

Espéce : Origanum Majorana s/

3
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1.4. Distribution géographique et habitat

Majorana hortensis est actuellement connue seulement a I'état cultivé originaire du sud-ouest
de I’ Asie probablement de Syrie ou de I'lran, cultivée depuis la plus haute antiquité dans tout
le bassin méditerranéen comme leur genre Origanum qui est distribué dans ce climat (figure
2). Elle est une plante vivace en Afrique, mais annuelle dans les jardins de I'Europe moyenne
ou on la cultive (Chevalier, 1938, Gérard and Francois., 2009, letswaart, 1980).

b |J Ve ‘ LV ] ;
‘o Limite de distribution T b b

)

R A A .

Figure 2 : Aire de distribution du genre Origanum (letswaart, 1980).

1.5 .Composition chimiques
Une étude phytochimique sur la plante medicinale Majorana hortensis (I’extrait méthanolique

et d’éther de pétrole) a montré qu’elle comporte les composés suivants : les glycosides,

flavonoides, tannins, alcaloides et stéroides (tableau I) (Bimala, 2016).
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Tableau I : Composition chimique de Majorana hortensis (Bimala, 2016)

Composé chimique

Extrait éthanolique

Extrait d’éther de pétrol

Les alcaloides + +
Les flavonoides +++ +++
Les saponosides + +
Les tanins ++ ++
Les phlobatanins - -
Les glycosides +++ +++
Les stérols + ++
Les résines ++ ++
Les phénols + ++
Les anthraquinones - -
Les terpénoides - -
Les glycosides cardiaques ++ ++

D’aprées Triantaphyllouk (2001), L'huile essentielle de marjolaine est particulierement riche
en terpinéol. Elle a un aspect liquide, limpide, une couleur jaune pale a foncé et une odeur
douce, fine, chaude et délicate. La composition de I'huile essentielle de marjolaine est
exprimée en pourcentage de divers composés des familles des monoterpénols, des
monoterpenes, des sesquiterpenes et des esters terpéniques (tableau I1).

Tableau 11 : Composition de I’huile essentielle de la marjolaine (Triantaphyllouk, 2001)

Composé % Composé %

terpinén-4-ol 22.85 gamma-terpinéne 12.60
(E)-hydrate de sabinene 15.94 Sabinene 7.65
(2)- paramenth-2-éne-I-ol 1.98 alpha-terpinéne 7.73
(E)-para-menth-2-éne-I-ol 1.25 béta-phellandrene 1.90
alpha-terpinéol 4.88 Terpinolene 2.92
(2)-hydrate de sabinéne 4.40 bétapinéne 0.43
acetate de linalyle 1.70 bicyclogermacrene 1.22
alpha-thujéne 0.77 alpha-pinéne 0.77
limonéne 1.76 para-cymene 1.57
alphaphellandrene 0.56 béta-caryophylléne 2.49

1.6. Les activités biologiques
1.6.1. Activités antibactériennes et antifongiques
Plusieurs travaux de recherche ont demontré des propriétés antibactériennes de Majorana

hortensis. Les huiles essentielles (HE) dérivées des feuilles exercent une importante activité
5
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antimicrobienne sur plusieurs types des bactéries : la Bacillus cereus, Escherichia coli,
Staphylococcus la coagulase, Enterobacter spp, Proteus spp, Acinetobacter spp, Klebsiella
spp., Pseudomonas spp S, aureus, E. coli, K. pneumoniae et Pseudomonas spp (Busatta et
al., 2008, Freire, 2011). De méme les extraits éthanoliques et aqueux de Majorana hortensis
possédent aussi un effet inhibiteur tres considérable sur des germes Gram positif et Gram
négatif. L'extrait éthanoique a un effet d'inhibition élevé contre les bactéries comparables a
I'extrait aqueux (Mohamed, 2011).

L’huile essentielle présente également une activité antifongique, notamment sur Aspergillus
flavus et A. parasiticus (Freire, 2011, Sharma et al., 2011). Par ailleurs, I’extrait éthanolique
et hexanique exerce une activité inhibitrice sur six Candida sp (souches de levure)
(Kazlowska et al., (2010).

1.6.2. Activité anticonvulsivante

Selon Deshmane et ses collaborateurs (2007), un effet anticonvulsivant de Majorana
hortensis a été étudié a l'aide du test Pentylenetetrazole (PTZ) et d'électrochoc maximal
(ECM). Les extraits d'éther de pétrole, de chloroforme, d'acétone, de méthanol et des extraits
aqueux de Majorana hortensis ont montré un effet anticonvulsivant dans les modéles des
crises induites par le PTZ et le MES chez les rats a des doses de 250 et 500 mg / kg. Les

extraits de Majorana hortensis ont retardé 1’apparition des crises.

1.6.3. Activité antidiabétique
Martha et Gutierrez (2012), ont montré que 1’extrait méthanolique des feuilles a une activité
antidiabétique chez les souris induites par la streptozotocine par divers essais in vitro et in

Vivo.

1.6.4. Activité antimutagéne

L'extrait éthanolique des parties aériennes de la Majorana hortensis a montré un effet
antimutagene chez les souris induites par le cyclophosphamide a la dose efficace minimale de
125 mg / kg. L'effet de ’extrait est trouvé pour protéger tout changement dans les teneurs en
ARN, ADN et protéines dans le foie et les testicules des souris traitées par rapport au contrdle
(Naif, 2011).
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1.6.5. Activité antistress (anti-anxiété)
D’apres Rezaie (2011), I'extrait des feuilles de la plante Majorana hortensis a montré un effet
anti-anxiété sur les rats dans le modéle de labyrinthe ouvert a une dose de 200 mg / kg p.c.

L'effet est dépendant et comparable au diazépam.

1.6.6. Effet antispasmodique

L'huile essentielle de marjolaine est riche en terpinéol qui est obtenue par distillation de ses
sommités fleuries et de ses feuilles. Elle est considérée comme un puissant antispasmodique
stomachique, qui calme les spasmes et plus particulierement ceux de I'estomac et du colon,
son action laxative et digestive contribue au bien étre digestif et intestinal (VVagi, 2005). Elle
posséde aussi des effets notables sur le systéme psycho-sensoriel. Elle est utilisée pour
atténuer le réle du systeme sympathique et pour favoriser I'action relaxante et reposante du

systeme parasympathique (Komaitis, 1992).

1.6.7. Activité antitoxique
Majorana hortensis est utilisée en applications locales sur les boutons pour inactiver le venin

des insectes, inoculé par pigdre (Vagi et al., 2005).
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Il .Les radicaux libres, stress oxydatif et antioxydants

I1.1. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont connus dans la chimie depuis le début du 20eme siécle. lls ont été
initialement utilisés pour décrire des composés intermédiaires en chimie organique et
inorganique (Rochette et al., 2013). Ce sont des molécules ou fragment de molécules tres
réactives, puisque ils contiennent des électrons non appariés dans leur orbite extérieure
(Penna et al., 2009), ils cherchent donc a atteindre un état stable en s'appropriant les électrons
des molécules proches qui a leur tour deviennent instables (Capasso, 2013). Aux doses
faibles, les EOR sont trés utiles pour 1’organisme et jouent des roles importants dans divers
mécanismes physiologiques tel que la transduction du signal. Aux doses excessives, les EOR

deviennent néfastes et toxiques pour 1’organisme (Mezziti, 2009).

[11.1.2. Production des radicaux libres

La production des espéeces oxydantes est une conséquence inévitable du métabolisme aérobie.
En effet, I’organisme a besoin d’O2 pour produire de I’énergie au cours des réactions dites de
respiration oxydative. Cependant une faible partie de I’oxygene échappe a sa réduction en eau
au niveau de la mitochondrie, elle peut alors étre a I’origine de la production de radicaux
libres oxygénés (RLO) (Chu et al., 2010). Les autres sources de production de radicaux libres
sont classées en deux catégories, les sources endogénes ou les RL sont des produits des
réactions de I’organisme, et les sources exogenes tel que le tabagisme, les radiations UV, les
médicaments, les réactif chimiques, les solvants industriels et la pollution (figure 3) (Pastre,
2005).
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Figure 3 : Origine de différentes espéces réactives de 1’oxygene et de 1’azote radicalaire et

non radicalaires (Favier, 2003).
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11.2. Le stress oxydant

Le stress oxydant est definit comme un déséquilibre de la balance entre les systemes de
défenses antioxydants et les pro-oxydants (Meda et al., 2013), que ce soit par un déficit dans
les mécanismes de deéfense comprenant des composes et des enzymes antioxydantes

(Albayrak et al., 2013) ou une surproduction des radicaux libres (Duran et al., 2013).

11.2.1. Conséquences du stress oxydant
11 s’agit des modifications des macromolécules cellulaires comme les lipides, les membranes,
les protéines et les acides nucléiques. Ces altérations peuvent modifier les fonction des

cellules et conduire & la mort cellulaire (Ma et al., 2013).

11.2.1.1. L’action sur PADN

L’ADN est constamment attaqué par des especes réactives qui peuvent affecter sévérement sa
structure et sa fonction. Les modifications structurales de I'ADN résultent essentiellement a
des modifications de ses bases, la coupure des brins d'ADN et ’altération de nombreuses
protéines qui sont en contact avec I'ADN (Jena, 2012). Ces modifications peuvent conduire a
des mutations génétiques affectant les oncogénes et les genes suppresseurs des tumeurs
(Borrego et al., 2013).

11.2.1.2. L’action sur les protéines

Les protéines sont facilement attaquées par les Especes réactives de 1’oxygéne (ERO) et les
especes réactives de 1’azote (ERN) (Xiang et al., 2013), leur oxydation est définie comme une
modification induite soit directement par les interactions avec les radicaux libres ou
indirectement par la réaction avec des sous-produits secondaires du stress oxydatif. Les
dommages protéiques causes par les radicaux libres impliquent plusieurs réactions chimiques
comme l'oxydation des chaines latérales d'acide aminé, fragmentation des chaines de
polypeptides et les changements de conformation des protéines. Ces modifications peuvent
conduire a diverses conséquences fonctionnelles telles que I'inhibition des activités
enzymatiques, une susceptibilité accrue a l'agglomération et la protéolyse, I'augmentation ou
la diminution de I’absorption cellulaire (Shacter, 2000, Kuka et al., 2012).

11.2.1.3. L’action sur les lipides

Le stress oxydatif cause la peroxydation lipidique dans les membranes cellulaires quand les
radicaux libres réagissent avec les constituants membranaire essentiellement les acides gras
polyinsaturés et les LDL. Les interactions entre les ERO et les lipides se déroulent en trois

étapes : I’initiation, la propagation et la terminassions (Ahmed et al., 2013). La peroxydation
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des lipides implique la destruction des lipides membranaires, des troubles métaboliques et
inflammatoires, la formation et la propagation des radicaux lipidiques avec de nombreux
effets déléteres (Zhao et al., 2013) comme le malondialdéhyde (MDA) qui est un produit
caractéristique de ce processus (Rofi et al., 2013).

11.2.1.4. L’action sur les carbohydrates

Les radicaux libres tels que OHe réagissent avec les carbohydrates par une abstraction d’un
atome d'hydrogene d'un des atomes de carbone, pour produire un radical centré de carbone.
Cela conduit & des ruptures dans la chaine des molécules importantes comme l'acide

hyaluronique dans le liquide synovial entourant les articulations (Devasagayam et al., 2004).

11.3. Les antioxydants

Un antioxydant est défini comme toute substance ayant la capacité de retarder, prévenir ou
inhiber la génération d’un oxydant toxique, d’arréter ceux qui sont déja produits et de les
inactiver, bloquer de ce fait la réaction en chaines de propagation produite par ces oxydants
(Tang and Halliwell., 2010).

11.3.1. Role des antioxydants
Les antioxydants peuvent protéger I’organisme contre les effets néfastes des especes réactives

comme suit (figure 4) :

¢ Inhibition de la formation des radicaux libres.

e Neutralisation des radicaux libres.

e Amélioration du systeme de défense du corps.

e Reéparation des dommages résultants de radicaux libres en agissant spécifiquement par

chélation des métaux de transition ou agir en synergie avec d’autres antioxydants pour se

régénérer (Lamina et al., 2013, Liochev, 2013, Valko et al., 2006).
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Figure 4 : Les systemes de défense contre les radicaux libres (Dacosta, 2003).

11.3.2. Types d’antioxydants

Pour contrdler la production permanente des especes réactives, les organismes vivants
possedent des systéemes de défense qui les protégent contre les dommages de ces radicaux.
Les antioxydants peuvent étre des enzymes ou de simples molécules. Certains sont produits
par I’organisme, ce sont les antioxydants endogenes ou proviennent de I’alimentation ou la

médication et sont donc exogenes (Rajesh et al., 2013).

11.3.2.1. Les antioxydants enzymatiques

Ce systeme comprend plusieurs éléments dont les plus connus sont : le superoxyde dismutase
(SOD), la catalase, la glutathions peroxydase (GPx).

a. La superoxyde dismutase (SOD) Elle catalyse la dismutation de 1’anion superoxyde en

hydrogene peroxyde (H202) et en oxygene.

202.- +2H—H202 + 02
b. La catalase Cette enzyme est localisée essentiellement dans les peroxysomes (Valko et al.,
2006). Elle permet de convertir deux molécules de H202 en H20 et O2.

H202 + H202 —2 H20 + 02
11
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c. La glutathion peroxydase Une enzyme a cofacteur de sélénium se localise dans le cytosol
et la matrice mitochondriale. Elle a pour activité la dégradation des peroxydes organiques
(ROOH) et du peroxyde d’hydrogéne (H202) (Valko et al., 2006).

GPX
2GSH (réduit) + H202 —GSSG (oxydé) + 2H20
GPX
2GSH (réduit) + ROOH—GSSG (oxydé) + ROH + H20
A cOté de ces enzymes principales, il se trouve :
d. Les peroxyredoxines (Prxs)
Ce sont des enzymes dimériques avec une masse moléculaire d’environ 23 kDa. Ils sont
caractérisés par la présence de résidus de cystéine a leur centre catalytique et agissent en tant
qu'antioxydants spécifiques. Ces protéines sont également impliquées dans la dégradation
enzymatique de H202, d'hydroperoxyde et dONOO-.
Prx (-SH) 2 + 2H202—Prx-S2 + 2H20 + O2
La thioredoxine peut régénérer la forme réduite du Prx.
Prx-S2 + Trx-(SH) 2— Prx(-SH)2 + Trx-S (Cardenas et al., 2013).
e. Les paraxonases
Récemment, la famille paraoxonase (PON) a émergé comme une nouvelle classe d'enzymes
antioxydantes, jouant un réle important dans les maladies associées a I'obésité, notamment les
maladies cardiovasculaires et le diabéte. Elle se trouve en particulier, a la surface des
lipoprotéines de haute densité (HDL), PONL1 protége les lipoprotéines de basse densité (LDL)
et des cellules circulantes contre les dommages oxydatifs, évitant ainsi les réactions
inflammatoires dans les cellules de la paroi artérielle (Savini et al., 2013).
f. L'héme oxygénase-1(HO-1)
L’HO-1 joue un réle important dans le métabolisme de I'héme, elle est considérée comme une
enzyme antioxydante capable de réduire le stress oxydatif et inhiber I'inflammation. Des
résultats récents indiquent que HO-1 joue un r6le bénéfique dans les maladies
cardiovasculaires et dans la régulation du poids corporel et le métabolisme dans le diabéte et
I'obésité (Savini et al., 2013).

0. Thioredoxin (Trx)

Cette enzyme avec un poids moléculaire de 12 kDa, est principalement trouvée dans le
réticulum endoplasmique, sous la forme réduite. Elle contient deux groupes thiol (SH) qui
peuvent étre oxydes pour former le bisulfure (S2 ou S-S)
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Trx-(SH) 2 + protein- S2— Trx-S2 + protein-(SH).
Trx peut également réagir directement avec H202
Trx-(SH) 2 + 2H202— Trx-S2 + 2H20 + O2 (Cardenas et al., 2013).

11.3.2.2. Les antioxydants non enzymatiques

Ce systetme comprend plusieurs molécules tels que le glutathion, 1’acide urique et les
protéines de stockage des métaux de transition (ferritine, transferrine, lactoferrine,
céruloplasmine) (Savini et al., 2013). D’autres substances exogénes apportées par
I’alimentation, telles que les vitamines E (tocophérol), C (acide ascorbique), Q (ubiquinone),
ou les caroténoides agissent en piégeant les radicaux et en neutralisant 1’¢lectron non apparig,

les transformant ainsi en molécules stable.

a. La vitamine E

C’est un terme qui désigne un ensemble de composés phénoliques appelés tocophérols) a, B,
U, 8(ou tocols. Ils différent les uns des autres par la position des groupes méthyles sur le cycle
aromatique. C’est 1 o tocophérol qui est biologiquement le plus efficace. Plus de 50% de la
vitamine E se trouvent dans les tissus adipeux, le caractére hydrophobe de cette vitamine lui
permet de s’insérer au sein des membranes biologiques riches en acides gras polyinsaturés, ou
elle joue un role protecteur efficace en empéchant la propagation de la peroxydation lipidique

induite par les especes réactives (Papas, 2008, Yang and Clements, 2013).

b. La vitamine C

Elle est essentielle pour I'hnomme, car elle a plusieurs fonctions critiques comme un cofacteur
enzymatique et un antioxydant (Kim et al., 2013), en tant que cofacteur enzymatique, la
vitamine C est impliguée dans la synthése des catécholamines, du collagéne, la synthése de
carnitine, la transformation de la dopamine en noradrénaline, le métabolisme des stéroides, de
la tyrosine, du cholestérol et la formation de I'acide biliaire. Comme antioxydant, la vitamine
C protége I'ADN, les protéines, les lipides, les enzymes et d'autres antioxydants par le
piégeage des radicaux libres et la réduction des ions métalliques (Ge et al., 2008, Pallauf et
al., 2013).

c. Les carotenoides

Les caroténoides sont généralement de bons capteurs de radicaux hydroxyles OHe et
peroxyles RO. Ils sont donc susceptibles d'inhiber les chaines de peroxydation lipidique. Les
caroténoides peuvent aussi capter l'oxygene singulet, ce qui leur permet d'exercer une

protection vis-a-vis des dommages induits par les rayons ultraviolets (Gardés et al., 2003). Le
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B-caroténe (provitamin A), le composant le plus efficace dans la famille des caroténoides ; est

une substance liposoluble susceptible d’étre transformé en vitamine A dans le corps (Sanders

and Emery, 2003).

d. Les polyphénols

Les polyphénols sont connus par leur activité antioxydante (Zhu et al., 2012) qui est due a la
présence d'un nombre important de groupements hydroxyles phénoliques (Hannan et
al.,2012). Les propriétés redox de ces composés leur permettent d’agir en tant qu’agents
réducteurs, donateurs 27 d’hydrogeéne et éliminateurs de 1’oxygéne singulet. Certains
montrent des propriétés chélatrices de métaux (Proestos et al., 2013) et d’autres peuvent
empécher la production enzymatique des espéces réactives de 1’oxygene (ERO) telles que
I’inhibition de cyclooxygenase, lipoxygenase et cytochrome P450 (Ferguson, 2001), de
méme, augmenter I'expression des enzymes qui ont une activité antioxydante telles que la

glutathion peroxydase, la superoxyde dismutase et la catalase (Jayasena et al., 2013).
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Matériel et méthodes

I11. Matériel et méthodes

I11.1. Matériel végétal
La plante a été achetée au mois de février 2019 chez un herboriste a la wilaya de Bordj Bou

Arreridj. Le matériel végétal est constitué par les feuilles de la Majorana hortensis de deux
variétés une égyptienne et 1’autre pakistanaise (figure 5). Sur le plan morphologique aucune

différence visuelle, n’est apparente entre les deux variétés.

Figure 5 : la plante Majorana hortensis séche.

111.2. Méthodes

111.2.1. Broyage et tamisage

Les feuilles séchées ont été préalablement broyées a 1’aide d’un broyeur électrique aprés on
fait leur tamisage pour obtenir une poudre fine de couleur grise verte (figure 6). La poudre
obtenue est conservée dans une boite en verre couverte avec du papier aluminium, afin de

préserver I’obscurité en conservant au maximum les métabolites contre les effets de

’oxydation par les photons.

Figure 6 : la plante Majorana hortensis aprés leur broyage.
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111.2.2. Préparation des extraits

25 g de poudre végétale sont mis a macérer pendant 24 heures dans 125 ml d’une solution
méthanolique sous agitation continue pour les deux variétés Egyptienne et Pakistanaise.
L’extrait est ensuite filtré puis évaporé a sec sous pression réduite a 45°C a ’aide d’un
évaporateur rotatif. Ces extraits vont étre utilisés aprés pour réaliser le dosage des

polyphénols totaux, des flavonoides totaux et ainsi évaluer la capacité antioxydante.

111.2.3. Screening phytochimique

Le screening phytochimique représente I’ensemble des techniques qualitatives permettant la
détermination des différents groupes chimiques contenus dans un organe végétal. Ce sont des
réactions physicochimiques qui permettent d'identifier la présence des substances chimiques.
Les groupes phytochimiques sont nombreux, mais les principaux sont les polyphénols
totaux y compris les flavonoides, les anthocyanes, les tannins, les coumarines, les alcaloides,
les saponosides, les stéroides, les stérols, les terpénes...etc (Lendvai et al., 2002).

Le screening est réalisé soit sur la poudre végétale, soit sur I’infusé.

111.2.3.1. Les tanins
Nous avons introduit dans un tube a essai 2ml d’infusé a 5 % ; puis nous avons ajouté quelque
gouttes de solution FeCl3 a (5 % dans 1’¢thanol).En présence de tanins, il se développe une

coloration brune verte qui révele la présence des tanins (Trease and Evans., 1987).

111.2.3.2. Les alcaloides

Nous avons introduit de la poudre végétale (10 g) dans un erlenmeyer de 250 ml a laquelle
nous avons ajouté 50 ml de H2SO4 dilué au 1/10 (50 ml). Ce mélange a été agité et macéré
pendant 24 heures a température ambiante du laboratoire. Nous avons filtré sur papier lavé a
’eau distillée de maniere a obtenir environ 25 ml de filtrat. Le volume est traité par le réactif
de Wagner. La formation d’un précipité blanc ou brun révele la présence des alcaloides (Paris

and Moyse., 1969).

111.2.3.3. Les anthocyanes
2ml d’infusion sont ajoutés a 2ml d’acide chlorhydrique 2N. L’apparition d’une coloration
rose qui vire au bleu violacé par addition d’ammoniac indique la présence d’anthocyanes

(Paris and Moyse., 1969, Debry et al., 1971).

111.2.3.4. Les coumarines
lg de poudre végétale est placé dans un tube, en présence de quelques gouttes d’eau. Les

tubes sont recouverts avec du papier imbibé de NAOH dilué (10 %), et sont portés a
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I’ébullition. Toute fluorescence jaune témoigne de la présence de coumarines apres examen
sous UV (Rizk, 1982).

111.2.3.5. Les stérols et triterpenes

Le test se fait sur une macération de 24h a 5% d’éther, 1’extrait est ensuite évaporé a sec et
repris avec 0,5 ml d’anhydride acétique et 0,5 ml de chloroforme déposer au font du tube
contenant I’extrait de 1’acide sulfurique. En cas de réaction positive il se forme un anneau

rouge-brunatre ou violet a la zone de contact des deux liquides (Trease and Evans., 1987).

111.2.3.6. Les saponosides

Dans un tube a essai, 2g de poudre de plante sont mélangés avec 80 ml d’eau distillée puis
ports a [D’ébullition pendant 5 min, on filtre D’extrait et ensuite refroidit et agité
vigoureusement pendant 2 min, la formation d’une masse plus au moins importante indique la

présence des saponosides (Trease and Evans., 1987).

111.2.4. Analyse quantitative des extraits méthanoliques
111.2.4.1. Dosage des composes phénoliques

» Principe

La teneur en composés phénoliques des différents extraits des feuilles de Majorana hortensis
a été estimée par la méthode de Folin-Ciocalteu selon (Li et al., 2007) qui est basée sur la
réduction en milieux alcalin de la mixture phosphotungstique (WO42-) phosphomolybdique (
Mo042-) de réactif de Folin par les groupement oxydables des composés phénoliques,
conduisant a la formation de produits de réduction de couleur bleue. Ces derniers présentent
un maximum d’absorption a 765 nm dont I’intensité est proportionnelle a la quantité de

polyphénols présents dans 1’échantillon (Georgé et al., 2005).

» Mode opératoire

Brievement, 1 ml de réactif de Folin (10 fois dilué) est ajouté a 200 pl d’échantillon ou
standard (préparés dans le méthanol) avec des dilutions convenables, Aprés 4 min, 800 pl
d’une solution de carbonate de sodium (75 mg/ml) sont additionnés au milieu réactionnel.
Apres 2 h d’incubation a température ambiante 1’absorbance est mesurée a 765nm. La
concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression de la
gamme d’étalonnage établie avec ’acide gallique (20-160 pg/ml) et est exprimee en ug
d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait. (Li et al.,
2007).
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111.2.4.2. Dosage des flavonoides

» Principe

Le teste des flavonoides est utilisée pour quantifier les flavonoides dans les extraits de
Majorana hortensis. Le dosage des flavonoides totaux est basé sur un test colorimétrique
utilisant le trichlorure d’aluminium AICI3 avec lequel ils forment des complexes acides
stables soit avec le carbonyle (C=0) en position C-4, soit avec le groupe hydroxyle en C-3 ou
C-5 des flavones et des flavonols. Par ailleurs, AICI3 peut également former des complexes
acides labiles avec les groupements orthodihydroxyles éventuellement presents sur le noyau A
et/ou B des flavonoides (Chang et al., 2002).

» Mode opératoire

La méthode du trichlorure d’aluminium (Bahorun et al., 1996) est utilisée pour quantifier les
flavonoides dans les extraits de Majorana hortensis. A 1 ml d’échantillon ou standard
(préparés dans le méthanol) est ajouté 1 ml de la solution d’AlCI3 (2% dans le méthanol).
Aprés 10 minutes de réaction, 1’absorbance est lue a 430 nm. La concentration des
flavonoides est déduite a partir d’'une gamme d’étalonnage établie avec la quercétine (0-40
ug/ml) et est exprimée en microgramme d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait

(ug EQ/mg d’extrait).

111.2.5. Evaluation in vitro de I’activité antiradicalaire

» Principe

La molécule de 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH") est un radical libre stable, dont la
solution possede une coloration violette et une absorption caractéristique a 517 nm. Quand
une solution de DPPH" est mélangée avec une substance donneuse d’atomes d'hydrogéne,
antioxydante, il y’a formation de la forme réduite (figure 7). Ceci provoque la perte de la
coloration violette en coloration jaune caractérisée par une bande d’absorption dans le visible

a 517 nm (Brand, 1995).
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DPPH (violet) DPPH (jaune)

Figure 7 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH (Brand, 1995).

» Mode opératoire

Pour étudier I’activité antiradicalaire des différents extraits, nous avons opté pour la méthode
qui utilise le DPPH (diphénylpicryl-hydrayl) comme un radical libre relativement stable,
selon le protocole décrit par (Mansouri et al.,2005). Dans ce test les antioxydants réduisent le
diphénylpicryl-hydrayl ayant une couleur violette en un composé jaune, le diphénylpicryl-
hydrazine, dont l'intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des
antioxydants présents dans le milieu a donner des protons (Sanchez, 2002). Brievement, La
solution de DPPH est préparée par solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans 100 ml de
méthanol. 25 pL des solutions d’extraits ou standard (I’acide ascorbique) sont ajoutés a 975
uL DPPH, le mélange est laissé a I’obscurité pendant 30 min et la décoloration par rapport au
contr6le négatif contenant uniquement la solution de DPPH est mesurée a 517 nm. Les
concentrations des extraits dans le milieu réactionnel sont comprises entre 0 et 0,006mg/ml.
Alors que celles de 1’acide ascorbique sont comprises entre 0 a 6 pg/ml. Le pourcentage
d’inhibition (1%) du radical DPPH a été calculé comme suite :

1%=[(Abs contrbéle-Abs échantillon)/Abs control] x100

I11.2.6. Traitement statistique

Les résultats des tests effectues in vitro sont exprimés en moyenne +SD. Les valeurs d’IC50
sont calculées par la méthode de régression linéaire a partir de la courbe d’étalonnage en
utilisant le logiciel (Graph Pad. Prism. V 5.00). La différence entre le contrdle et les différents
tests, est déterminée a partir le test ANOVA univariée suivie pour les comparaisons multiples
et la détermination des taux de signification. Les valeurs de p<0.05 sont
considerées significatives.
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IV. Résultats et discussion

IV.1. Le rendement

Le rendement en pourcentage (%), est défini comme étant le rapport entre la masse d’extrait
brut et celle de la plante séche en poudre (figure 8). Il est calculé par la formule suivante :

Rdt = (PB/ PA) x 100

PB : poids d’extrait brut.

PA : poids de la plante seche en poudre.

Les résultats sont cités au tableau 3.

Tableau III : les rendements des extraits de Majorana hortensis

Extrait Le rendement (%)
L’Extrait Egyptien 7,08
L’extrait Pakistanais 8,34

Figure 8 : Les extraits bruts de Majorana hortensis. A : extrait Egyptien, B : extrait
Pakistanais

Le rendement de la plante d’origine Egyptienne est de 7,08 % a partir de 100g de poudre
séche. D’autre parte la méme quantité de la plante d’origine Pakistanaise donne un rendement
de 8,34%. La variété pakistanaise a un rendement plus important que celle de la variété
Egyptienne. La distinction entre les deux échantillons est remarquable de 1,26%. On suppose
que cette variance est en raison de la nature du sol et des facteurs climatiques qui sont
différents d’une région a 1’autre.

Dans une étude réalisée par Benchikha et ses collaborateurs (2013) sur les extraits
méthanoliques de deux especes de Majorana hortensis, Origanum vulgare, ils ont trouvé que
le rendement le plus €levé est de Majorana hortensis de 8,16x 0,108. C’est un pourcentage

similaire a celui obtenu dans notre cas. Toutefois, il est difficile de comparer ces résultats
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avec ceux de la bibliographie, car le rendement n’est que relative et semble étre lié a I’origine
géographique, aux conditions et a la durée de stockage de la récolte et aussi aux méthodes

d’extraction appliquées (Mezziti, 2009).

IV.2. Screening phytochimique
Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence de metabolites

secondaires au niveau des feuilles des deux variétés de M. hortensis.

IV.2.1. Les tanins

L’apparition de la couleur brune verte (figure 9) dans les deux tubes pour les deux extraits
Egyptien et Pakistanais a permis de mettre en évidence la présence des tanins au niveau des
deux variétés (tableau 4).

Tableau IV : Détection des tanins

Classe de composé Réactif Origine de la plante M. hortensis
recherché
Egypte Pakistan
Les tanins FeCl3 ++ +
Egypte Pakistan

Figure 9 : Détection des tanins.

Les tanins appartiennent au groupe des polyphénols qui sont des métabolites secondaires les
plus abondants dans les plantes (Mueller, 2006).
Pimple et ses collaborateurs (2012), ont montré la présence des tanins dans 1’extrait
méthanoique, ce qui est en accord avec notre résultat, mais leur absence dans 1’extrait
éthanoique. Cependant Prerne et son équipe (2015) montrent la présence des tanins dans
extrait éthanoique.
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IV.2.2. Les alcaloides

On observe un précipité brune (figure 10) dans les deux tubes ce qui signifie la présence des
alcaloides avec une quantité plus €élevée chez la variété Egyptienne que la variété Pakistanaise
(tableau 5).

Tableau V : Détection des alcaloides

Classe de composé Réactif Origine de la plante M. hortensis
recherché
Egypte Pakistan
Les alcaloides Wagner ++ +
Egypte Pakistan

Figure 10 : Détection des alcaloides.

Bimala et son équipe (2016) dans leur travail ont montré la présence des alcaloides dans les
extraits méthanoique et aqueux de la marjolaine. Ce qui est en accord avec notre résultat pour
le premier extrait. Cependant les travaux de Pimple et ses collaborateurs (2012), ont montré
I’absence des alcaloides dans tous les extraits : méthanoique, aqueux et d’éther de pétrole.

La présence des alcaloides expliquent 1’utilisation de cette plante en médecine traditionnelle

et la diversité de leurs activités biologiques.

IV.2. 3. Les anthocyanes
Nous n’avons pas remarqué aucune coloration ni le rose ni le bleu violacé (figure 11) ce qui

indique I’absence des anthocyanes chez les deux variétés (tableau 6)
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Tableau VI : Détection des anthocyanes

Classe de composé Réactif Origine de la plante M. hortensis
recherché
Egypte Pakistan
Les anthocyanes Acide --- -
chlorhydrique
Egypte Pakistan

Figure 11 : Détection des anthocyanes.

Les travaux antérieurs sur les tests phytochimiques d’une autre espéce de la méme famille
1’0. vulgare par Bendifallah et ses collaborateurs (2015), ont démontré la présence des

anthocyanes.

1V. 2.4. Les coumarines

Nous n’avons observé aucune fluorescence jaune (tableau 7) chez les deux variétés ce qui
montre I’absence des coumarines (figure 12).

Tableau VII: Détection des coumarines

Classe de Réactif Origine de la plante M. hortensis
composé -
Egypte Pakistan
recherché
Les coumarines Na OH - -
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Egypte Pakistan

Figure 12 : Détection des coumarines.

IV 2. 5. Les stérols
On remarque 1’apparition d’un anneau rouge-brunatre (figure 13) entre les deux liquides chez
les deux variétés ce qui indique la présence des stérols (tableau 8).

Tableau VIII : Détection des stérols

Classe de Réactif Origine de la plante M. hortensis
composé :
Egypte Pakistan
recherché
Les stérols Anhydride ++ ++
acétique
Egypte Pakistan

}
_ % m—

Figure 13 : Détection des stérols.

24




Résultats et discussion

Bimala et son équipe (2016) ont montré la présence des stérols dans ’extrait d’éther de
pétrole avec une quantité plus importante que celle dans I’extrait méthanoique. Cependant

Pimple et ses collaborateurs (2012), ont montré leur absence dans 1’extrait méthanoique.

IV.2.6. Les triterpenes
On n’observe aucune coloration dans 1’extrait Egyptien, par contre on remarque une
coloration bleu-verte dans I’extrait Pakistanais (figurel4) ce qui indique la présence des

triterpénes (tableau 9).

Tableau IX : Détection des triterpenes

Classe de composé Réactif Origine de la plante M. hortensis
recherché :
Egypte Pakistan
Les triterpenes Anhydride
acétique et - ++
H2S04
Egypte Pakistan

EGYPTE

Figure 14 : Détection des triterpenes.

Regiset son équipe (2018), prouvent aussi I’existence des terpénes dans plusieurs extraits y

compris I’extrait méthanoique de Majorana hortensis.
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IV.2.7. Les saponosides

On observe dans les deux extraits la formation d’une mousse d’environ lcm chez la variété
Egyptienne et d’environ 0,5 cm chez la variété Pakistanaise (figure 15) ce qui indique la
présence des saponines dans notre plante (tableau 10).

Tableau X: Détection des saponosides

Classe de composé Réactif Origine de la plante M. hortensis
recherché
Egypte Pakistan
Les saponosides 1 +++ (1 cm) ++ (0 ,Scm)
Egypte Pakistan

Figure 15 : Détection des saponosides.

Les travaux de Regis et al (2018) et Pimple et son équipe (2012), ont montré la présence des
saponines dans les extraits méthanoique de la marjolaine. Ce résultat est en concordance avec

celui réalisé sur notre plante.

Les tests phytochimiques effectués sur les deux extraits prépares par macération ont révelé la
richesse de cette plante en alcaloides, tanins, terpénoides, saponosides et stérols. Cette
abondance en principes actifs confére a la plante des propriétés remarquables, ce qui pourrait

justifier ses multiples indications thérapeutiques.
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IV.3. Analyse quantitative des extraits méthanoliques

IV.3.1. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

Un dosage des polyphénols totaux et des flavonoides a été effectué afin de caractériser la
teneur des extraits préparés a partir des feuilles de la Sauge officinale.

Le contenu en polyphénols totaux a été déterminé par la méthode du Folin Ciocalteu (Li et
al.,2007). L’acide gallique a été utilisé comme standard.

La méthode du Folin Ciocalteu a été choisie pour doser les polyphénoles pour plusieurs
raisons : C’est une méthode qui satisfait aux critéres de fiabilité et de reproductibilité, la
disponibilité de reactif de folin et la méthode est bien standardisée (Huang et al., 2005).

Les teneurs obtenues sont exprimées en pg équivalent d’acide galliquepar mg de I’extrait (ug
EAG/mgE) a (765nm), en utilisant 1’équation de la régression linéaire de la courbe
d’étalonnage tracée de ’acide gallique. Les résultats sont représentés dans le tableau 1let

dans la figure 16.
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Figurel6 : Courbe d’étalonnage de I'acide gallique.

Tableau XI : Dosage des polyphénols totaux dans les extrais de Majorana hortensis

Extrait Polyphénols totaux (ug.EAG/mg)
Egypte 51,54 £ 0,64
Pakistan 54,76 £ 0,398
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Les données sont exprimées sous forme de moyenne + écarte type d’échantillons en triples.

Les valeurs du dosage des polyphénols totaux révelent que les extraits méthanoiques de
I’espéce Majorana hortensis contiennent les teneurs suivantes : 51,54 + 0,64 ug EAG/mg
pour I’extrait Egyptien et de 54,76+0,398 ug EAG/mg pour I’extrait Pakistanais. Ces valeurs
sont importantes ou la concentration chez la variété Pakistanaise est plus important que celle
de I’Egyptienne. Cette variance peut étre en raison des plusieurs facteurs notamment la
présence dans les cellules végétales de différents types d’enzymes, susceptibles de modifier
les composés phénoliques, en particulier les polyphénols oxydases et les glycosidases. Le
séchage du végétal est une bonne méthode pour éliminer les activités enzymatiques mais, la
température de séchage peut étre un facteur destructeur des polyphénols (Ribéreau, 1982).

Le contenu polyphénolique varie qualitativement et quantitativement d’une plante a autre,

cela peut étre attribué a plusieurs facteurs :

Facteurs climatiques et environnementaux : la zone géographique, sécheresse, sol, agressions
et maladies (Ebrahimi et al., 2008), ainsi, le patrimoine génétique, la période de la récolte et
le stade de développement de la plante (Miliauskas et al., 2004). Notons Aussi, la méthode
d’extraction et de quantification qui peuvent également influencer 1’estimation de la teneur

des phénols totaux (Lee et al., 2003).

Dans une étude sur deux especes Majorana hortensis et Origanum vulgare réalisée par
Benchikha et ses collaborateurs (2013), ils ont observé qu’une teneur significative en
composés phénoliques a été observée pour I’extrait méthanolique de Majorana hortensis
(266,86 pg EAG/mg) comparable avec I’extrait méthanolique d’Origanum vulgare (194,78

ug EAG/mg).Ces résultats sont nettement supérieurs a ceux enregistrés dans notre étude.

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode du trichlorure d’aluminium
(Bahorum et al., 1996) en utilisant la quercétine comme standard. Les résultats pour les
différents extraits sont exprimés en (ug EQ/mgE), utilisant 1’équation de la régression linéaire
de la courbe d’étalonnage tracée de la quercétine (430nm).

Les résultats sont représentés dans le tableau 12 et la gamme d’étalonnage dans la figure 17.
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Figure 17 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.

Tableau XII: Dosage des flavonoides totaux dans les extraits de Majorana hortensis

Extrait Flavonoides totaux (ug.EQ/mg)
Egypte 36,96 + 1,7
Pakistan 27,36 £ 0,49

On note que la teneur en flavonoides totaux est de 36,96+1,7ug.EQ/mg pour I’extrait
Egyptien est supérieur a celle de I’extrait Pakistanais qui est de 27,36+0,49ug.EQ/mg.

Dans une étude sur cette méme espéce avec d’autre du méme genre (Origanum vulgare)
réalisée par Benchikha et ses collaborateurs (2013), les valeurs moyennes de la teneur totale
en flavonoides de ’extrait éthanolique variait de 36,63 a 57,55u9.EQ/mg, les teneurs en
flavonoides les plus élevées se trouvant dans Majorana hortensis de 57,55 pug.EQ/mg. Ce

résultat est nettement supérieur a celui enregistré dans notre étude.

Il a eté prouve que les teneurs des phénols totaux et des flavonoides sont élevees lorsque le
milieu de vie de la plante n’est pas adéquat, dans ce cas la plante favorise la synthese des
métabolites secondaires afin de s’adapter et survivre (Tim Andrew, 2005, Piquemal, 2008).

La teneur élevée en composes phenoliques par comparaison aux flavonoides est logique étant
donné que les flavonoides représentent les composés majoritaires des polyphénols
(Boussahel, 2009). Ceci peut étre aussi expliqué par une augmentation du métabolisme
phénolique de la plante ; en plus, I’existence d’une liaison avec les conditions climatiques

défavorables et les conditions de collections telles que les températures élevées, la duree
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d’exposition solaire, la nature du sol et la saison de croissance (Djeridane et al., 2006 ,

Fecka and Turek, 2007, Dent et al., 2017).

IV.4. Activité piégeage du radical DPPH
L’activité antioxydante des différents extraits de Majorana hortensis vis-a-vis du radical
DPPH a été évaluée spectrophotométriquement en suivant la réduction de ce radical qui
s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune mesurable a 517 nm.

» Calcul des pourcentages d’inhibition

On a calculé¢ ainsi les pourcentages d’inhibition par la formule suivante.

1% = [(Abs517 contrdle— Abs échantillon517) / Abs 517contréle] x 100

> Détermination d’IC50

IC50 est inversement lié a la capacité antioxydante d’un composé, car il exprime la quantité
d’antioxydant requise pour diminuer la concentration du radial libre de 50%. Plus la valeur
d’IC50 est basse, plus I’activité antioxydant de composé est grande. Les IC50 sont calculées
graphiquement par les régressions linéaires des graphes tracés ; pourcentages d’inhibition en
fonction de différentes concentrations des fractions testées. Nous avons remarqué que
I’absorbance du mélange diminue vers une valeur plus basse, ainsi la solution change de
couleur instantanément du violet au jaune.

La comparaison et la validation des résultats sont effectués avec un contréle positif utilisant
I’acide ascorbique (figure 18). L’ensemble des résultats sont cités au tableau 13 et la figure
19.
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Figure 18 : Gamme d’étalonnage de I’acide ascorbique.
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Tableau XIII : Test de reduction du radical DPPH® par les extraits méthanoliques et 1’acide

ascorbique.
Echantillons (ug/ml) IC50 (ug /ml)
Extrait (Egypte) 9,050,416
Extrait (Pakistan) 5,284 + 0,149
Acide ascorbique 3,605 +0,04

IC5 oug/mi

* significative

Figure 19 : Capacité d’inhibition du radical DPPH (IC50) par les extraits méthanoliques et
I’acide ascorbique.

A travers les résultats obtenus (figure 19), on a déduit, d’une part qu’il y a une différence
significative entre la capacité anti oxydante de 1’extrait méthanolique Egyptien (9,05 + 0,416
pg /ml) et celle Pakistanais (5,284 £+ 0,149 pg /ml), ou la capacité anti radicalaire la plus
grande est observée chez la variété pakistanaise. D’une autre part ces extraits ont présenté une

différence significative en comparaison avec le standard (acide ascorbique) qui présente une
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capacité antioxydante (3,605 +0,04 pg /ml) supérieure a celle des extrais des deux variétés
étudiées. Ces resultats ont révélé une importante activité anti-radicalaire des extraits envers le
DPPH.

D’apres 1’étude réalisée par Regis et ses collaborateurs (2018), 1’extrait hydroéthanolique de
Majorona hortensis a montré une activité antioxydante en piégeant le radical 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) avec une valeur d’IC50 de 37.42ug /ml. Ce resultat est nettement

supérieur a celui enregistré dans notre étude.

A travers la recherche bibliographique, de trés grandes différences de points de vue sont
notées a propos de la corrélation entre le polyphénol et I’activité antioxydante. Certain
travaux ont montré une bonne corrélation entre les IC50 et la teneur en polyphénols
(Athamena et al., 2010), et ceci confirme nos résultats ou nous avons trouvé que
I’extrait Pakistanais contient une quantité des composés phénolique et une activité anti-
radicalaire plus grande que 1’extrait Egyptien.

Les polyphénols sont caractérises par un nombre élevé des groupements hydroxyles qui
présentent 1’activité antioxydante la plus élevée, due a leur pouvoir de donner plus d’atomes

pour stabiliser les radicaux libres (Heim et al., 2002)
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Conclusion

Conclusion

L’intérét accordé¢ a 1’étude scientifique du pouvoir thérapeutique des plantes médicinales n’a
cess¢ d’augmenter durant ces derniéres années afin de rechercher de nouvelles alternatives
aux drogues chimiques, qui sont sans effets néfastes pour la santé humaine et de
I’environnement.

Majorana hortensis est une plante annuelle de la famille des lamiacées, elle contient des
molécules importantes qui peuvent étre employe pour des applications thérapeutiques.

Le screening phytochimique de cette plante a montré la présence des tanins, les alcaloides, les
stérols et les saponosides chez les deux variétés et 1’absence des coumarines et des
anthocyanes, ainsi que la présence des triterpénes chez la variété Pakistanaise et leur absence
chez 1’autre variété Egyptienne.L’évaluation quantitative des polyphénols totaux par la
méthode de Folin-ciocalteu a révélé la présence de la quantité la plus élevée de ces
métabolites dans la variété Pakistanaise par rapport celle Egyptienne. Cependant les

flavonoides sont plus fréquents dans la variété Egyptienne.

Les différents extraits testés ont manifesté une activité antioxydante mesurée in vitro par le
test du DPPH. Nous avons constaté que Majorana hortensis d’origine Pakistanais est douée

d’un pouvoir antioxydant trés important que celle d’origine Egyptien.

En fin, I’ensemble de ces résultats obtenus in-vitro ne constitue qu’une petite partie de la
recherche des substances et sources naturelles biologiquement actives, nous envisageons
comme perspective d’utiliser des méthodes modernes pour 1’extraction des principes actifs, et
de valoriser leur présence par des techniques précises et sensible comme la chromatographie
phase gazeuse couplée a la spectrophotométrie de masse (CPG-SM), la résonance magnétique
nucléaire (RMN) et la chromatographie liquide haute performance (I’HPLC). Aussi de

confirmer 1’activité antioxydante par des études in vivo.
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Résumé

Les molécules douées d’activités biologiques d’origine naturelle devenant un centre d’attraction des recherches actuelles en agissant contre
les radicaux libres qui peuvent étre impliqués dans le développement de nombreuses maladies en provoquant des dommages aux différents
constituants cellulaires.

Majorana hortensisest une plante qui appartient a la famille des lamiacées. L’objectif de cette étude est le dosage qualitatif des métabolites
secondaires dans les feuilles de cette plante sur deux variétés I'une d’origine Egyptienne et I’autre vient de la Pakistan. Les tests
phytochimiques réalisés ont permis de détecter les tanins, les alcaloides, les stérols et les saponosides et de montrer I’absence des coumarines
et des anthocyanes chez les deux variétés et de mettre en évidence la présence des triterpénes chez la variété pakistanaise et leur absence chez
I’autre variété. Les deux extraits méthanoliques obtenus par macération ont donné les rendements suivants 7,08% pour I’extrait égyptien et
8,34% pour I’extrait pakistanais. Le dosage quantitatif des flavonoides et des polyphénols ou la teneur en polyphénols totaux a été
déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, elle est de 50,734+3,011ug EAG/mg pour Iextrait Egyptien et de 54,76+0,398
HgEAG/mg pour I’extrait Pakistanais. Les flavonoides ont été évalués par la méthode utilisant AICI3, la teneur en flavonoides est estimée a
36,96x1,7ugEQ/mget 27,36+0,49 ugEQ/mg pour les extraits Egyptien et Pakistanais respectivement.

Les résultats obtenus de I’activité antioxydante ont montré une bonne efficacité des extraits étudiés par la méthode de DPPH en enregistrant

des IC50 de I’ordre (9,05 + 0,416pg/ml) et de (5,284 + 0,149 pg/ml), respectivement pour I’extrait egyptien et Pakistanais.

Mots clés : Composés phénoliques, Espéces oxygénées réactives (EOR),Majorana hortensis,activité antiradicalaire, activité antioxydante.

Abstract

Molecules endowed with biological activities of natural origin becoming a center of attraction of currentre search by acting against free
radicals that can be involved in the development of many diseases by causing damage to different cellular constituents.

Majorana hortensis is a plant that be longs to the family Lamiaceae. The objective of this study is the qualitative assay of secondary
metabolites in the leaves of this plant on two varieties, one from Egyptian origin and the other from Pakistan. The phytochemical tests
carried out made it possible to detect tannins, alkaloids, sterols and saponosides and to show the absence of coumarins and anthocyanins in
both varieties and to demonstrate the presence of triterpenes in the Pakistani variety and their absence at the other variety. The two
methanolic extracts obtained by maceration gave the following yields 7.08% for EE and 8.34% for EP. The second objective is the
quantitative determination of flavonoids and polyphenolswhere the total polyphenol content was determine dusing the Folin-Ciocalteu
reagent, itis50,734 + 3,011ng EAG/mg for the Egyptian extract and 54,76 + 0.398 pgEAG/mg for the Pakistani extract. Flavonoids were
evaluated by the methodusing AICI3, the flavonoid content isestimated at 36.96 + 1.7pgEQ/mg and 27.36 + 0.49 pgeQ/mg for the Egyptian
and Pakistani extracts respectively. The other objective of this study is the evaluation of the antioxidant activity of this plant. The antiradical
activity was evaluated in vitro by the DPPH radical scavenging test. For both Egyptian and Pakistani varieties, the 1C50 values are 9.05 +
0.416 pg / ml and 5.284 + 0.149 pg /ml, respectively.

Key words: Phenolic compounds, reactiveoxygenspecies (ROS), Majoranahortensis, antiradicalactivity, antioxidantactivity.
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